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Ampicillin이 개발된 이 후 -lactam 항균제는 그람음성간균에
의한 감염증의 주요 치료제로 사용되어 왔다[1]. 그러나 TEM-
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Background : Clinical isolates of Escherichia coli were evaluated to determine the prevalence and
genotypes of Ambler class A extended-spectrum -lactamases (ESBLs).
Methods : Clinical isolates of E. coli were collected from 12 hospitals from February through July,
2004. Antimicrobial susceptibility was tested by disk diffusion and agar dilution methods, and ESBL-
production was determined by double-disk synergy test. TEM, SHV, CTX-M, PER-1, VEB, IBC, GES,
and TLA type ESBL genes were detected by PCR amplifications, and the PCR products were sub-
jected to direct sequencing.
Results : The double-disk synergy test was positive in 90.9% (149 in 164) of the ceftazidime- or
cefotaxime-resistant E. coli isolates. The most prevalent types of Ambler class A ESBLs in E. coli
isolates were CTX-M-15 (n=53). CTX-M-14 (n=24), CTX-M-3 (n=9), CTX-M-9 (n=3), CTX-M-12 (n=3),
SHV-2a (n=1), SHV-12 (n=5) and TEM-52 (n=3) were also found. CTX-M-12 ESBL had never been
reported before in Korea. 
Conclusions : CTX-M type ESBL-producing E. coli isolates are spreading and CTX-M-12 is emerg-
ing in Korea. (Korean J Lab Med 2005; 25: 252-8)
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1, -2, SHV-1 등 -lactamase 생성에 의해 ampicillin에 대한
내성을 획득한 세균에 의한 감염증이 확산됨에 따라서 oxyimino-
cephalosporin, monobactam, carbapenem 등 광범위 -lactam
항균제가 1980년대 초부터 임상에서 사용되어 왔다[2]. 이들 광범
위 -lactam 항균제는 그람음성간균의 세포외막을 용이하게 투과
하고, penicillin-binding protein과의 친화도가 높으며, 그람음성간
균이 생성하는 -lactamase에 비교적 안정하기 때문에 ampicillin
에 내성인 세균에 의한 감염증 치료에 유효하였다.
근래 다양한 기전에 의해서 이들 광범위 -lactam 항균제에 대
한 내성을 획득한 세균이 등장하였으며, extended-spectrum -
lactamase (ESBL)의 생성은 그람음성간균이 이들 항균제에 대한
내성을 획득하는 가장 중요한 기전이다[3, 4]. 가장 널리 알려진
ESBL인 TEM형 및 SHV형 효소는 blaTEM-1, blaTEM-2, blaSHV-1
등 -lactamase 유전자의 점 변이에 의한 아미노산 치환에 의해
서 생성되었다[5]. Plasmid에 의해 매개되는 이들 ESBL은 가수
분해 활성범위가 매우 넓어서 penicillin, 협범위 cephalosporin과
제 3, 4세대 cephalosporin, aztreonam 등의 광범위 -lactam 항
균제를 분해하지만, clavulanic acid에 의해 활성이 억제되며, ce-
phamycin과 carbapenem에는 활성이 없는 특징이 있다[6]. 현재
까지 80가지 이상의 TEM형과 50가지 이상의 SHV형 ESBL이
보고되었다[7].
CTX-M형 ESBL 역시 plasmid에 의해 매개되며, 가수분해
기질특이성 및 억제특이성이 TEM형이나 SHV형 ESBL과 유사
하지만, ceftazidime에 비해 cefotaxime에 대한 가수분해 활성이
상대적으로 강한 특성이 있다[7]. 1996년 Bauernfeind 등[8]이
CTX-M-1과 CTX-M-2를 보고한 이후 현재까지 40여종이 알려
졌다[9]. 국내에서는 2001년 CTX-M-14 생성 Klebsiella pneu-
moniae, Escherichia coli 및 Shigella sonnei가 보고되었으며, 2003
년 12개 국내 대형병원에서 분리된 E. coli와 K. pneumoniae를
대상으로 한 조사에서는 CTX-M-3,-14,-15 등 CTX-M 형 ESBL
을 생성하는 균주의 빈도가 2002년에 비해서 현저하게 증가되었
음이 보고되었다[10, 11]. 또한 홍 등[12]은 부산의 한 대학병원
에 CTX-M-9을 생성하는 Enterobacter cloacae가 만연되어 있
음을 보고한 바 있다.
본 연구에서는 전국 12개 대학병원에서 2004년에 분리된 cefo-
taxime 혹은 ceftazidime에 내성인 E. coli를 대상으로 ESBL 생




서울(3), 경기도(3), 강원도(1), 대전(1), 광주(1), 경상북도
(1), 부산(1), 제주도(1) 등 전국 12개 병원이 본 조사에 참여하
였다. 2004년 2월에서 7월까지 이들 12개 병원에서 분리된 cefo-
taxime 혹은 ceftazidime에 중간 혹은 내성인 E. coli를 수집하였
으며 동일 환자에서 반복 분리된 균주는 수집대상에서 제외하였다.
분리된 균주의 균종은 전통적인 생화학적 방법 및 Vitek GNI card
(bioMerieux Vitek Inc., Hazelwood, Mo., USA)로 확인하였다.
2. 항균제 감수성 시험
미국의 National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)의 기준[13]에 따라서 ceftazidime과 cefotaxime에 대
한 감수성을 디스크 확산법으로 시험하였다. 정도관리를 위해서
표준균주 E. coli ATCC 25922의 감수성을 동시에 시험하였다.
3. ESBL 생성 확인
Double-disk synergy법을 사용하였다[14]. 세균 부유액을 면봉
으로 Mueller-Hinton 한천(Difco, Cockeysville, Mich., USA)에
고르게 접종한 후, 배지의 중앙에는 amoxicillin-clavulanic acid
디스크(20/10 g; BBL, Cockeysville, Mich., USA), 주위에는
30 g의 ceftazidime, cefotaxime 및 aztreonam 디스크(BBL)를
놓았다. 중앙과 주변 디스크의 가장자리 간격은 1.5 cm가 되게 하
였다. 세균이 접종된 배지는 37℃ 항온기에 18시간 배양 후 결과
를 판독하였는데, 두 디스크 사이에서 상승효과에 의한 억제대의
확장현상이 관찰되면 양성으로 판정하였다.
4. 최소억제농도(minimum inhibitory concentration, MIC)
측정
NCCLS 한천희석법으로 시험하였다[15]. 시험 항균제로는 cef-
tazidime, cefotaxime, ceftazidime-clavulanic acid 및 cefotaxime-
clavulanic acid를 사용하였으며, clavulanic acid의 농도는 4 g/
mL로 고정하였다. 시험균주 104 colony forming unit을 시험항
균제가 각각 0.06-256 g/mL농도로 함유된 Mueller-Hinton 한
천에 Steers replicator (Craft Machine, Chester, Pa., USA)로
접종하였다. 37℃ 호기성 환경에서 18시간 배양 후 항균제 농도
에 따른 집락의 증식 양상을 관찰하였다. 정도관리를 위해서 표준
균주 E. coli ATCC 25922를 사용하였다.
5. 접합에 의한 내성 전달
Filter mating법[16]으로 시험하였다. Azide에 내성인 E. coli
J53을 내성 수여자로 사용하였고, 내성 공여자와 수여자를 각각
brain heart infusion (Difco) 액체배지에 접종하여서 3시간 진탕
배양 하였다. 공여자 배양액 0.2 mL와 수여자 배양액 2.2 mL를
시험관에 넣어서 37℃에서 1시간 배양 후, ceftazidime 2 g/mL
와 azide 100 g/mL가 함유된 MacConkey 한천에 접종하였다.
′
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37℃에서 18시간 배양 후 transconjugant를 선별하였다. 내성 전
달의 확인을 위해서 transconjugant의 ceftazidime에 대한 감수성
을 디스크 확산법으로 시험하였다.
6. Isoelectric focusing (IEF)에 의한 등전점(pI) 측정
세균 추출액 10 L와 동량의 sample buffer (TEFCO Cor-
poration, Tokyo, Japan)를 섞어 agarose gel (pH 3-10, TEFCO
Corporation)에 100 V로 1시간, 200 V로 1시간 및 300 V로 40분
간 전기영동하였다. Nitrocefin (Oxoid, Basingstoke, United King-
dom)에 적신 여과지로 gel을 덮고 20초간 염색하였다. Gel에 나
타난 붉은색의 band를 관찰하여 -lactamase의 pI를 확인하였다.
7. 분자생물학적 방법에 의한 내성유전형 확인
강 등[11]의 고안에 따라서 primer를 제작하였다(Table 1). 시
험세균을 Tryptic soy broth (Difco)에 접종하여 37℃로 하룻밤
진탕배양하였다. 배양액 1 mL를 취하여 5분간 13,000×g로 원침
후, 상층액은 버리고, 침사는 증류수 500 L에 부유시켰다. 이를
10분간 끓인 후, 13,000×g로 원침하고, 상청액을 취하여서 DNA
추출액으로 사용하였다. DNA 추출액 5 L, primer 각 1 L,
deoxynucleotide triphosphates (dNTP) 2.5 mM (8 L), Taq
DNA polymerase 2.5 U (0.5 L), 10X buffer 10 L 및 증
류수 75.5 L를 혼합하여 premix를 만들었다. 이를 Gene Amp
PCR System 9600 (Perkin-Elmer Centus Corp., Norwalk, Ct.,
USA)으로 94℃로 25초간 denaturation, 58℃로 40초간 anneal-
ing, 72℃로 50초간 extension하는 30 cycle의 PCR을 시행하였
다. 증폭산물 10 L를 2% agarose gel (Promega, Madison, Wi.,
USA)의 홈에 넣고 40분간 전기영동하여서 band를 확인하였다.
증폭산물을 DNA extraction kit (Qiagen, Hiden, Germany)로
agarose gel에서 분리 후, Sequenase Version 2.0 DNA sequenc-
ing kit (U.S. Biochemicals, Cleveland, Oh., USA)를 이용하여
서 dideoxy-mediated chain termination법[17]으로 양방향으로
염기서열을 분석하였다.
결 과
1. ESBL 생성 현황
시험기간 중 국내 12개 병원에서 cefotaxime 혹은 ceftazidime
에 중간 혹은 내성인 E. coli 164주를 수집하였다. 이 중 149주
(90.9%)가 double-disk synergy 양성 소견을 보였다. 조사에 참
여한 12개 병원 모두에서 double-disk synergy 양성인 균주가
검출되었다(Fig. 1). Double-disk synergy 양성인 149주 중 47
주(31.5%)의 ceftazidime 내성이 azide 내성인 E. coli J53으로
전달되었다.
2. ESBL 유전형
TEM형, SHV형, CTX-M-1형 및 CTX-M-9형 ESBL 검출
을 위한 PCR에 double-disk synergy 양성인 E. coli 149주 중
각각 67주, 7주, 65주 및 27주가 양성반응을 보였다. TEM형 PCR
에 양성인 67주의 증폭 산물 중 3주의 증폭 산물만이 blaTEM-52
유전자와 염기서열이 일치하였고 나머지 모두는 ESBL이 아닌
blaTEM-1 유전자와 염기서열이 일치하였다. SHV형 PCR에 양성
인 7주의 증폭산물 중 5주는 blaSHV-12, 2주는 blaSHV-2a 유전자와
염기서열이 일치하였다. CTX-M-1형 PCR에 양성인 65주의 증
폭산물 중 53주가 blaCTX-M-15 유전자와 염기서열이 일치하여서
가장 흔하였고, 9주는 blaCTX-M-3, 3주는 blaCTX-M-12 유전자와 염
기서열이 일치하였다(Fig. 1). 또한 CTX-M-9형 PCR에 양성인
27주의 증폭산물 24주는 blaCTX-M-14, 3주는 blaCTX-M-9 유전자와
일치하였다. 2주에서는 blaSHV-12와 blaCTX-M-15 유전자, 1주에서는
blaCTX-M-14와 blaCTX-M-15 유전자가 동시에 검출되었다. 
3. ESBL 생성 균주의 MIC 특성
SHV-12를 생성하는 E. coli에 대한 ceftazidime과 cefotaxime
의 MIC 범위는 각각 64->256 g/mL 및 16-128 g/mL이었
다. 이들 균주에 대한 ceftazidime-clavulanic acid와 cefotaxime-
clavulanic acid의 MIC 범위는 8-16 g/mL 및 0.5-16 g/mL








TEM F 5′-atg agt att caa cat ttc cgt-3′ 861 AY302260
TEM R 5′-tta cca atg ctt aat cag tga-3′
SHV F 5′-ccg ggt tat tct tat ttg tcg ct-3′ 831 X98100
SHV R 5′-tag cgt tgc cag tgc tcg-3′
CTX-M 1F 5′-gga cgt aca gca aaa act tgc-3′ 624 X92506
CTX-M 1R 5′-cgg ttc gct ttc act ttt ctt-3′
CTX-M 2F 5′-cgg tgc tta aac aga gcg ag-3′ 891 X92507
CTX-M 2R 5′-cca tga ata agc agc tga ttg ccc-3′
CTX-M 8F 5′-acg ctc aac acc gcg atc-3′ 490 AF189721
CTX-M 8R 5′-cgt ggg ttc tcg ggg ata a-3′
CTX-M 9F 5′-gat tga ccg tat tgg gag ttt-3′ 947 AJ416345
CTX-M 9R 5′-cgg ctg ggt aaa ata ggt ca-3′
PER-1 F 5′-gtt aat ttg ggc tta ggg cag-3′ 855 Z21957
PER-1 R 5′-cag cgc aat ccc cac tgt-3′
VEB F 5′-acc aga tag gag tac aga cat atg a-3′727 AF220758
VEB R 5′-ttc atc acc gcg ata aag cac-3′
GES/IBC F 5′-gtt aga cgg gcg tac aaa gat aat-3′ 903 AY260546
GES/IBC R 5′-tgt ccg tgc tca gga tga gt-3′
TLA F 5′-cgc gaa aat tct gaa atg ac-3′ 992 AF148067
TLA R 5′-agg aaa ttg tac cga gac cct-3′
Table 1. Sequence of the PCR primers
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SHV-2a를 생성하는 균주에 대한 이들 항균제의 MIC는 SHV-12
를 생성하는 균주에 비해서 낮은 분포를 보였다. CTX-M형 ESBL
을 생성하는 E. coli에 대한 cefotaxime의 MIC는 8->256 g/mL
으로 ceftazidime의 0.25->256 g/mL에 비해서 높은 분포를 보
였다. CTX-M-14나 CTX-M-15를 생성하는 균주에 대한 cefo-
taxime의 MIC50는 각각 128 g/mL와 >256 g/mL으로 높았
다. 그러나 CTX-M-14를 생성하는 균주에 대한 ceftazidime의
MIC는 2 g/mL로 cefotaxime에 비해 현저하게 낮은데 반하여,
CTX-M-15 생성균주에 대한 ceftazidime의 MIC50은 128 g/mL




























































Fig. 1. Location of Korean hospitals involved in this survey. The figures in the parentheses indicate a number of double-disk synergy-posi-























CTX-M-3 9 (5.5) 4-64 8-256 1-16 0.5-16 32->256 1-256 0.1-0.5
CTX-M-9 3 (1.8) 4-8 1-32 0.3-4 0.1-8 8-128 1-64 0.1-0.3
CTX-M-12 3 (1.8) 4-32 8-64 1-4 0.5-8 32-256 1-64 0.1-0.3
CTX-M-14 23 (14) 1-256 8 1->256 8 0.5-32 2 0.3-16 1 16->256 128 1-256 16 0.1-0.5 0.3
CTX-M-15 50 (30.4) 2->256 16 32->256 256 8->256 128 1->256 32 128->256 >256 2->256 64 0.1-0.5 0.3
CTX-M-14+ 1 (0.6) 8 >256 128 128 >256 256 0.3
CTX-M-15
CTX-M-15+ 2 (1.2) 8->256 128-256 256 16-256 256 32-256 0.3-0.5
SHV-12
SHV-12 3 (1.8) 4-64 256->256 64-256 8-16 16-128 0.5-16 0.1-0.3
SHV2a 1 (0.6) 64 32 16 2 8 1 0.5
TEM-52 3 (1.8) 2->256 8-32 32-128 16-64 32-256 8-256 0.3
Table 2. Characteristics of Ambler class A ESBL-producing E.coli isolates
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1주에 대한 cefotaxime과 ceftazidime의 MIC는 각각 >256 g/
mL 및 128 g/mL이었다. CTX-M-12를 생성하는 E. coli에 대
한 cefotaxime과 ceftazidime의 MIC 범위는 각각 32-256 g/mL
및 1-4 g/mL이었고, clavulanic acid를 첨가하면 MIC가 낮아지
는 현상을 보였다(Table 2). Isoelectric focusing을 통하여 SHV-
2a, SHV-12, TEM-52, CTX-M-3, CTX-M-9, CTX-M-12,
CTX-M-14 및 CTX-M-15에 해당하는 pI 7.6, 8.2, 6.0, 8.4, 8.0,
9.0, 8.1 및 8.6의 band를 확인할 수 있었다.
고 찰
시험기간 중에 분리된 cefotaxime 혹은 ceftazidime에 중간 혹
은 내성 E. coli 중 90.9% (149/164)가 double disk synergy 양
성이었는데, 이는 cefotaxime 혹은 ceftazidime에 내성인 E. coli
대부분이 ESBL 생성에 의하여 내성을 획득하였음을 시사한다.
1997년 국내에서 분리된 E. coli의 ESBL 생성률이 4.8%인데 반하
여 2003년 분리균주의 ESBL 생성률은 9.3%로 현저하게 증가하
였다는 보고가 있었는데[11], 본 연구의 결과는 CTX-M형 ESBL
의 확산이 E. coli의 ESBL 생성률 증가에 큰 영향을 미쳤음을 시
사한다. 과거 가장 흔한 ESBL로 간주되었던 TEM-52[18, 19]
와 SHV-12[20, 21]는 본 연구에서 각각 3주와 5주에서만 검출
된데 반하여 CTX-M-1형과 CTX-M-9형 ESBL은 각각 67주와
27주가 분리되어 ESBL분포에 큰 변화가 았었다.
CTX-M-15 유전자는 53주에서 분리되어 가장 흔한 ESBL이
었다. 이 효소는 인도에서 분리된 장내세균에서 처음 발견되었으며
[22], CTX-M-3에 비하여 1개의 아미노산이 치환된(Asp240Gly)
효소로, 이 치환은 효소의 ceftazidime에 대한 활성을 강화시킨다
[23]. 본 연구에서 분리된 CTX-M-15 생성 균주에 대한 cefta-
zidime의 MIC50은 128 g/mL로 다른 CTX-M형 ESBL 생성
균주에 대한 MIC보다 현저하게 높은 양상을 보였다. CTX-M-15
유전자는 plasmid에 매개되며 insertion sequence ISEcp1과 연관
되어 존재하는 것으로 알려졌다[22, 23]. 국내에서 분리되는 CTX-
M-15 유전자가 insertion sequence와 연관되어 존재하는지 여부에
대한 추가적인 연구가 필요한 것으로 생각하며, 이 연구는 CTX-
M-15의 확산 기전을 규명하는데 중요한 단서를 제공할 것으로
기대한다.
한편 본 연구에서는 CTX-M-12를 생성하는 E. coli 3주가 검
출되었다. CTX-M-12는 CTX-M-3과 비교할 때 3개의 아미노산
이 치환(Thr12Ala, Asp89Ser 및 Val278Ile)된 효소이다. 2000년
케냐[24]에서 이 효소를 생성하는 K. pneumoniae에 의한 집단감
염이 처음 보고된 이후, 콜롬비아[25]에서도 이 효소를 생성하는
K. pneumoniae가 분리되었다. 본 연구에서 검출된 CTX-M-12
생성 E. coli는 이 효소를 생성하는 균주의 아시아 첫 분리 예로 생
각된다. CTX-M-12 ESBL 생성균주에 대한 cefotaxime의 MIC
범위는 32-256 g/mL로 ceftazidime의 1-4 g/mL보다 높았으
며, clavulanic acid 첨가시 MIC가 감소하는 양상을 보였다. CTX-
M-12의 출현은 국내의 CTX-M형 ESBL이 다양화되고 있음을
시사하며, 이에 대한 지속적인 감시의 필요성이 있다.
CTX-M-14는 24주가 분리되어 2번째로 흔한 ESBL이었다.
이 효소는 CTX-M-9에 비해서 아미노산 1개(Ala231Val)가 치
환된 것으로, 국내에서는 2001년에 이 효소를 생성하는 K. pneu-
moniae, E. coli 및 S. sonnei가 보고되었다[10]. 이 효소는 cefo-
taxime에 대한 활성이 ceftazidime에 비해서 현저히 강한 전형적
인 cefotaximase이며, 본 연구에서 분리된 23주 역시 cefotaxime
에 대한 MIC50이 128 g/mL로 ceftazidime의 MIC50 2 g/mL
보다 높은 양상을 보였다. 한편 본 연구에서는 2003년에 시행된
조사에서 검출되지 않았던 CTX-M-9 생성 균주도 3주가 분리되
었으며, 이는 국내에서 분리되는 CTX-M-15 ESBL이 CTX-M-
9에서 231번째 아미노산의 치환에 의해 출현하였음을 시사한다.
이들 CTX-M-9형 ESBL의 유전자는 plasmid에 의해 매개되며,
insertion sequence ISEcp1과 연관되어 존재하거나 integron의
유전자 cassette 형태로 존재하는 것으로 보고되었다[26]. 국내에
서 분리되는 CTX-M-9형 ESBL의 유전자 환경에 대한 추가적인
연구가 필요한 것으로 생각된다.
본 연구의 결과는 국내에서 분리되는 E. coli 중 CTX-M형
ESBL을 생성하는 균주가 확산되고 있으며, CTX-M형 ESBL의
유형이 다양화되고 있음을 시사한다. CTX-M형 ESBL의 확산과
다양화를 감시하기 위한 지속적인 조사가 필요하며, 확산의 기전
을 규명하기 위해서 CTX-M형 ESBL의 유전자 환경에 대한 조
사가 필요한 것으로 생각한다.
요 약
배경 : 국내에서 분리되는 Escherichia coli의 Ambler class A
extended-spectrum -lactamase (ESBL) 생성 현황을 알아보
고자 하였다.
방법： 2004년 2월부터 7월까지 전국 12개 병원에서 분리된
cefotaxime 혹은 ceftazidime에 중간 혹은 내성인 E. coli를 수집
하였다. 항균제 감수성은 디스크 확산법으로 시험하였고, ESBL
생성은 double-disk synergy 시험으로 확인하였다. 한천희석법
으로 -lactam 항균제의 최소억제 농도를 측정하였다. 중합연쇄
반응으로 TEM형, SHV형, CTX-M형, PER-1형, VEB형, IBC
형, GES형 및 TLA형 유전자를 검출하였고, 중합연쇄반응 산물
의 염기서열을 양방향으로 분석하였다.
결과： 국내 12개 병원에서 수집한 cefotaxime 혹은 ceftazidime
에 중간 혹은 내성인 E. coli의 90.9% (149/164)가 double-disk
synergy 양성 소견을 보였다. E. coli에서 가장 흔한 Ambler class
A ESBL은 CTX-M-15 (53주)와 CTX-M-14 (24주)였으며,
CTX-M-3, CTX-M-9 및 CTX-M-12가 9주, 3주 및 3주 검출
되었고, SHV-2a, SHV-12 및 TEM-52 유전자를 지닌 균주가
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1주, 5주 및 3주 검출되었다. 
결론： 본 연구를 통하여 CTX-M형 ESBL을 생성하는 E. coli
가 국내에서 확산중이며 CTX-M-12 생성균주가 출현하였음을 확
인할 수 있었다.
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